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               【目 的】
 海馬 CA3 錐体細胞に形成される苔状線維か らの伝達物質放出がジアシルグリセロールのアナ
 ログであるフォルボルエステルにより促進されることから, Cキナーゼ (PKC) 依存的な増強メ
 カニズムの存在が示唆されている。 また, この苔状線維におけるシナ プス前性の長期増強
 (LTP) の誘導に PKC の活性化が関与 しているとする報告がある。 PKC の伝達物質放出促進の
 機構と しては, Ca2+ チャンネルの活性化や, K+ チャンネルの抑制, Ca2+ 流入以外の開口放出
 機構の直接的促進などが考えられているが, 詳細は不明であった。 そこで, 海馬の苔状線維終末
 においてフォルボルエステルが伝達物質放出を増大させる細胞内メカニズムについて調べた。
               【方 法】
 実験には21-28 日齢の BALB/c マウスの海馬スライスを用いた。 Ca2+ 感受性色素 fura-2
 conjugated dextran を充填 したガラス ピペットにより軸索を切断することで色素を軸索内に導
 入 し, 軸索流によりシナプス前終末に蓄積させる方法を開発 し, 細胞内 Ca2+ 濃度測定に用いた。
 ピペッ ト刺入部の遠位側に双極刺激電極を置き, 0.2ms のパルス幅のトレイ ン刺激による細胞内
 Ca2+ 濃度上昇 (△ [Ca2+],,。) を二波長励起法で測定した。 また, 細胞外記録により field exci-
 tatory postsynaptic potentials (fEPSPs) を測定した。 双極刺激電極は歯状回に置き, 刺激
 位置および記録位置はZa1七zky & Nicoll の方法に従った。 刺激はpaired pulse により行った。
 [Ca2+],,。 測定および fEPSP 測定の実験の最後に海馬苔状線維に特異的に発現する mGluR2/3
 アゴニス トである DCG-IV を投与 し, その抑制効果から苔状線維の応答であることを確認した。
               【結 果】
 ① 細胞外 Ca2+ 濃度 ([Ca2+]。) を 2mM から 1mM に低下させてからphorbo1 12, 13-
 diacetate (PDAc) を投与 し, 脱分極刺激による細胞内 Ca2+ 濃度変動 (△ [Ca2+],,,) と fEPSP
 に対する効果を比較した。 fEPSP は2mM [Ca2+]。に比べ, 1mM [Ca2+]。に PDAc 10μM を
 投与すると有意に増大した。 一方, △[Ca2+] p,, では, 2mM [Ca2+]。と lmM [Ca2+]。に PDAc
 を投与したときで有意差が見られなかった。 このことか ら, PDAc による fEPSP の増大の一部
 は△ [Ca2+],,。 に依存しないことが示された。 ② PKC の選択的阻害薬 bisindolylmaleimide I
 (BIS) 10μM で1時間前処理した後に PDAc のと fEPSP に対する効果を比較した。 BIS 投与に
 より PDAc による△[Ca2+],,. の増大はほぼ完全に抑制された。 一方, fEPSP の増大は部分的に
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 抑制された。 このことから, BIS で抑制されない fEPSP の増大は△ [Ca2+],,。 に依存 しないこと
 が示された。 PDAcによるfEPSP の増強は, paired pulse facilita七ion (PPF) 比の減少を伴っ
 ていたが, BIS 抵抗性の増強は PPF比の減少を伴わなかった。 ③ PKC一α, PKC一β1/H, PKC一
 γに対する阻害作用の高い G66976 10μM で1時間前処理後に PDAc の△[Ca2+],,。 と fEPSP
 に対する効果を比較した。 G66976 の投与では, PDAc による△[Ca2+],,。, fEPSP の増大のいず
 れも抑制されなかった。
               【考 察】
 フォルボルエステルによる伝達物質放出の増強は, 少なくとも3種類の細胞内メカニズム を介
 して起きていることが示された。 すなわち, ①△[Ca2+] ・・ の増大に依存する成分。 Ca2+ チャンネ
 ルの活性化や K+ チャンネルの抑制による Ca2+ 流入の増大である可能性が高い。 ② △ [Ca2+],,。
 の増大に依存せず, BIS で抑制される成分。 シナプス小胞のCa2+依存性融合確率の促進が原因
 であると考え られる。 ③△[Ca2+],m の増大に依存せず, BIS で抑制されない成分。 シナプス前
 終末のメ カニズムであれば, 易放出性小胞プー ルの増大に帰することができる。
 海馬苔状線維終末に発現する PKC サブタイプはα, β 1, εであることが示されているが,
 Gδ6976 で抑制されないことから ①, ② はPKC一εに関係があると考えられる。 また, ③ は PKC
 以外の C1 ドメイ ンを含む phorbol ester 受容体によるものと考え られる。
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 審査結果の要旨
 海馬 CA3 錐体細胞に形成される苔状線維からの伝達物質放出はフォルボルエステルにより増
 強される。 その機構として, Ca2+ チャンネルの活性化, K+ チャンネルの抑制, Ca2+ 流入以外
 の開口放出機構の活性化な どが考えられているが, 詳細は不明である。
 本研究では, まず伝達物質放出に重要な役割をはたす細胞内 Ca 2+ の濃度を測定するために,
 マウスの海馬苔状線維終末にカルシウム感受性色素 fura-dextran を導入し光学的測定を行う新
 しい方法を開発した。 軸索断端より fura-dextran を導入するという方法は, AM 体を用いる局
 所還流法よりも導入しうる色素の量が多 く, その結果良好な S/N 比を得ることができ る。
 ついで, フォルボルエステルの一種である phorbo1-12, 13-diacetate (PDAc) による, fleld
 excitatory postsynaptic potentials (fEPSP) およびトレイ ン刺激による細胞内 Ca2+ 濃度上
 昇 (△ [Ca2+],,。) の増強を測定した。 [Ca2+]。を 2mM から 1mM にすると, fEPSP slope は約
 0.5 倍になり, これに 10μM の PDAc を投与すると約5倍に増大した。 一方, △[Ca2+],,。 は
 [Ca2+]。を 2mM から 1mM にすると約 0.6 倍になり, 10μM の PDAc を投与すると [Ca2+]。
 =2mM の時と同じレベルまでに しか増大 しなかったことか ら, PDAc による fEPSP の増強に
 は△ [Cバ +],・ の増強を伴う成分と伴わない成分の2つがあることが示された。
 特異的Cキナーゼ (PKC) 阻害薬である bisindolylmaleimideI (BIS) 10μM 投与後に PDAc
 を投与しても, △[Ca2+],陀 の有意な増強は見られなかった。 一方, fEPSP slope は約 2.7 倍に
 増大 したが, コントロール群に比べて PDAc の効果は減弱した。 このことから, PDAc による
 fEPSP の増強には, △[Ca2+],祀 の増大を伴わず BIS で抑制されない成分と BIS で抑制される成
 分の2つがあることが示された。
 PKC一ε以外の conventional PKC を特異的に抑制する G66976 10μM 投与後に PDAc を投与
 したが, △[Ca2+],. 及び fEPSP の増強はコントロール群と有意差がなかったことから PDAc の
 作用は PKC一εを介する ものと考え られた。
 本研究では, 海馬苔状線維終末内 Ca2+ 濃度の測定法を新たに開発するとともに, それを用い
 てフォルボルエステルが伝達物質放出を増強する機構が ① BIS 感受性で△ [Ca2+],,。 の増大を伴
 う ② BIS 感受性で△ [Ca2+],。 の増大を伴わない ③ Bis 非感受性, の少なくとも3つあることを
 証明 したものであ り, 学位授与に値する。
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